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Huile contenant nn on des acides gras polyinsatnre(s) k longue chaine issos de 
biomasse, procede de preparation, aliment, composition nntrittonnelle, 
cosmetique on pharmaceutique la contenant 

I ntroduction 

La presente invention a trait an domaine de la preparation d*une huile servant 
d'ingredient source d'acides gras essentiels polyinsatures a longue chaine (LC- 
PUFA) dans un aliment, dans un supplement nutritionnel, dans une composition 
cosmetique ou pharmaceutique. 

EtfltdeJaJscbmqufi 

Une huile contenant des LC-PUFA comme par exemple les acides arachidonique 
(ARA), docosahexaenoique (DHA) ou dihomogammalinolenique (DHGLA) peut 
Stte obtenue a partir d'un bouillon de fermentation d"une biomasse. Pour obtenir 
l'huile de la biomasse on a utilise des methodes d'extraction par solvant organique, 
par exemple l'hexane ou par fhride supercritique. Generalement, l'huile a ete 
extraite a partir de biomasse par percolation a l'hexane de la biomasse sechee. 

Un tel procede d'extraction par solvant(s) organique(s) est decrit par exemple dans 
WO9737032, dans WO 9743362 ou dans la publication Journal of Dispersion 
Science and Technology, 10, 561-579, 1989 "Biotechnological processes for the 
production of PUFAs". 

Cette technique presente differents inconvenients: 

- Lors des etapes d'extraction par solvant chaud et de distillation du solvant 
les LC-PUFA peuvent subir une degradation au contact de l'oxygene. 

- L' elimination totale du solvant contenu dans l'huile ou dans la biomasse 
residue! exige un traitement thermique & temperature elevee. 

- Par ailleurs, le solvant, tel que l'hexane est susceptible de dissoudre des 
constituants non-triacylglycerols de la biomasse qui constituent en fait des 
impuretes. 
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Llniile brute obtenue aprfcs evaporation du solvant doit encore subirplusieurs 
etapes de raffinage comprenaut un degommage, une neutralisation a 1'alcali, une 
decoloration , un decirage et une desodorisation dans le but d'elirainer au moins 
partiellement les impurstes. Cela implique que I'huile tres insaturee est exposee a 
5 des conditions stimulant des reactions physico-chimiques qui affectent sa qualite. 
Par exemple, les agents de decoloration creent un systeme de doubles liaisons 
conjuguges et foment des produits de degradation par reaction chimique avec les 
glycerides oxydes. 

10 La presente invention a pour but d'eviter les inconvenients de Tart auterieur, en 
proposant une huile stable coutenant un ou des acides gras polyinsatures issus de 
biomasse sous forme de triacylglycerols a I'etat purine et ayant subi un minimum 
de degradation. 

Resume de lMnvftntmn 

15 

La presente invention concerne une huile stable contenant des LC-PUFA sous 
forme de triacylglycerols, notamment les acides arachidonique (ARA), 
dihomogammalinolenique (DHGLA), docosahexaenoique (DHA), ou 
eicosapentaenoique (EPA). 

20 

L'invention concerne egalement un precede de preparation d*une telle huile par 
mise en contact d'une huile support entrant dans la composition d*un aliment avec 
une biomasse provenant de la culture d'un raicroorganisme, notamment d'un 
champignon ou d'une microalgue contenant les acides ARA, DHGLA, DHA ou 
25 EPA. 

De preference, Thuile ne contient pas phis de 10 % en poids d'aeides gras 
polyinsatures. De ce fait, I*hu41e estbeaucoup moins sensible al'oxydation lots de 
sa production ce qui n'est pas le cas pour les huiles contenant des LC-PUFA de 
30 I'art anterieur. 

Selon un aspect principal de l'invention, c'est un avantage qualitatif determinant de 
disposer d'une huile nouvelle, contenant des LC-PUFA sous forme de 
triacylglycerols. 

35 



Selon un autre aspect, 1'invention conceme un aliment, un produit cosmetique ou 
pharmaceutique, un supplement nutriuoanel ou un aliment pour animaux 
contenant l'huile precedente. 

Selon encore un autre aspect, 1'invention conceme un aliment pour animaux, en 
paiticulier pour animaux familiers contenant le residu de biomasse issu du 
precede. 

p ps ^ri P tion Invention 

La transformation est realisee par mise en contact de l'huile support avec une 
biomasse contenant des LC-PUFA. Ltwile est adaptee a Vappttcation dans les 
aliments, en paiticulier les formules infentiles ou aruulisation comma supplement 
nutritionnel. Elle peut egalement etre utffisee cans des produits cosmetiques ou 
pbarmaceutiques. De plus, le residu de biomasse obtenu est egalement un produit 
du precede qui peut etre valorise directement sans traiteraent ulterieur, par 
exemple comme aliment pour animaux, en particulier pour animaux farmUers. 

La preparation d*une teUe mule peut avoir lieu par simple melange de l'huile 
support avec la biomasse sechee et separation ulterieure de l'huile d'avec les 
solides non lipidiques par pressage. 

En vue d'augmenter le rendement en LC-PUFA obtenu, il est preferable de reduire 
les dimensions des particules de biomasse seche pour briser les parois des cellules 
de micoorganismes et augmenter ainsi la surface de contact entre l'huile et la 
biomasse. Cela peut etre realise de raaniere appropriee par utilisation de 
differentes metbodes, par exemple: 

. on peut broyer la biomasse en presence de l'huile support ; 

. OIl peut laminer la biomasse avast de la melanger avec l'huile support; 

- on peut traiter la biomasse sous haute pression en presence de l'huile support ; 

puis separer l'huile obtenue d'avec la biomasse par pressage et fiilration de 

finition. 

. on peut traiter la biomasse avec des enzymes capables de degrader les parois 
des cellules. 
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Du fWt que le support est une huile, Me obtenue apres contact avec la biomasse 
a un contenu minimum en phospholipides, acides gras libres, pigments, polymeres 
et autres substances issues ou derivees de la biomasse qui ne sent pas des 
triacylglycerols. Cela signifie que le precede selon Invention constitue une 
metbode selective de preparation dtoe huile purifiee stable contenant des LC- 
PUFA. H n'est pas necessaire de purifier l'buile insaturee contenant les LC-PUFA 
par les memories agressives et lourdes utilisees anterieurement a l'invention que 
sont les Stapes de degommage, neutralisation, decirage et decoloration. 

Selon l'invention, l'huile est soumise uniquement a une etape de desodorisation, 
par exemple par entrainement a la vapeur ou distillation moleculaire a temperature 
relativement basse, n en results que l'buile contient une quantite particulierement 
faible d'acides gras trans. 

Le procede a'utilise pas de solvant organique et, dans la rnesure ou Ton travaille 
sous couche d'azote et en presence de tocopherols naturellement presents ou 
rajoutes dans l'huile support, les LC-PUFA sont proteges de la degradation 
oxydative pendant tout le procedd. 

En plus de la qualite de l'huile obtenue, un autre avantage du procede consists 
dans le fait que le residu de biomasse n'est pas contamine par un solvant organique 
et peut ainsi etre valorise directement, sans traitement ulterieur, par exemple dans 
des aliments pour animaux, notamment pour animaux familiers. 

La description detaillSe du precede qui suit est ciblee sur la preparation d'une 
huile contenant PARA, pris a titre d'exemple, non Ihnitatif. Les conditions de 
travail pour transferer d'autres LC-PUFA vers une huile support a partir des 
biomasses appropriees, par exemple pour le DHA ou le DHGLA sont tres proches, 

L'huile est obtenue par melange de Mle support avec la biomasse seche et 
separation de l'huile d'avec les composants solides par pressage. Pour augmenter 
le taux d'incorporation en ARA, il est souhaitable de rompre les cellules 
microbiennes par des traitements sous haute pression, par des proced6s 
enzymatiques ou de reduire les dimensions des particules seches de biomasse par 
mouture ou laminage. 
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L'etape de mouture mise en oeuvre peut atre l*une des nombreuses techniques 
connues de l'art anterieur, Par exemple, on peut kminer la biomasse, de preference 
a basse temperature, puis on peut la melanger avec l'huile support. En van ante, on 
peut moudre la biomasse en presence de l'huile support. En vue de minimiser 
5 autant que possible la deterioration de l'ARA, les conditions de mouture doivent 
etre deuces. Dans cette optique, on prefere moudre la biomasse en presence de 
l'huile support et sous atmosphere inerte, par exemple sous balayage d'azote. 

Ensuite, on separe l'huile contenant l'ARA d'avec la biomasse par filtration ou 
10 pressage, de preference sous forte pression, puis on effectue une filtration de 
finition de maniere a eliminer leg particules fines de biomasse. 

On a constate que le taux d'mcorporation en ARA augmentait lorsque la taille des 
particules de biomasse chminuait, celui-ci etait > 90% lorsque par exemple 90% 
15 des particules avaient une dimension < 250 um. 

A titre d'exemple, on peut utiliser un moulin a billes ou un moulin colloidal. Les 
parametres a considerer sont la duree dc mouture, la taille des particules de 
biomasse, la temperature de mouture, le rapport entre les quantites de biomasse et 
20 dlutile support. 

La duree de mouture a une influence sur la taille des particules et cette demiexe est 
egalement infJuencee par la temperature de mouture. Par suite, en pratique, on 
prefere indiquer la taille des particules comme parametre determinant de l'etape de 
25 mouture. Ainsi, il est souhaitable que 90 % des particules soient de dimension 

< 500 um, de preference que 90 % des particules soient de dimension < 300 urn et 
de maniere encore plus preferee que 90 % des particules soient de dimension< 200 
um. 

30 La temperature de mouture est choisie a une valeur superieure au point de fusion 
de l'huile support, et est de preference de 20 a 80 a C. Pour obtenir un taux 
d'incorporation optimal, on peut effectuer une mouture breve a temperature elevee 
ou une mouture prolongee a basse temperature. 

35 Le rapport ponderal choisi entre la biomasse et l'huile support determine le 

contemn en ARA de Thuile finale. Ainsi, par exemple, on choisit 30 parties de 



biomasse pour 70 parties dTmite support pour obtenir au moins 4,5 % d'ARA dans 
ITiuile transformee. 

L'huile utilisee comme support pent etre n'importe quelle huile ou melange 
dliuiles consommable en a&neniation humaine. On utilise de preference une huile 
ou un melange entrant dans la composition du produit que 1'on souhaite enrichir en 
PUFA. On peut citer en particulier pour une foimule inrantile l'huile de toumesol 
riche en acide ol&que (HOSFO), l'huile de toumesol (SFO), l'huile de soja, 
l'oleine de palme et un triacyglycerol a chaihe moyenne (MCT, contenant 
essentiellement des triacylglycerols d'acides gras satures en Cg-Cio). 

L'etape suivante du precede consiste a separer le residu de biomasse epuisee par 
toute methode usuelle comme par exemple le pressage, la filtration ou la 
centrifugation. A cet efFet on utilise de preference une presse operant sous forte 
pression. 

L'huile obtenue doit etre debarrassee des particules fines insolubles par filtration 
fine. Cette operation peut Stre efiectuee le cas ^cheant en mettant l'huile en 
presence dun adsorbant mineral en qualite d'aide a la filtration, par exemple la 
dicalite. 

Enfin, l'huile filtree est d£sodorisee pour en eliminer les substances volaiiles. Cela 
peut etre realis6 par toute m&hocle eonnue pourvu que cela soit dans des 
conditions moderees de maniere a menager l'ARA. On peut citer, par exemple, 
rentraincment a la vapeur, de preference sous vide ou la distillation moleculaire, 

L'huile obtenue peut etre utilisee dans des compositions aliinentaires pour 
1'alimentation humaine telle quelle ou sous forme d'emulsion comme par exemple 
les huiles, sauces pom- salade ou mayonnaises. Bile peut etre un constituant d'un 
lait dietetique pour adolescents ou adultes, d'une formule infantile pour 
prematures, nourrissons nes a terme ou un lait de suite pour petits enfants. 

Elle peut etre incorporee dans une composition nutritive ou de supplementation, 
pour l'alimenation orale. 
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Elle peut etre incorporee dans una composition pharmaceutique pour Tingestion 
orale s enterale ou parentdrale, ou pour ^application topique detmatologique ou 
ophtalmique. 

5 Elle peut copstituer un ingredient dime composition cosmetique, topique ou orale. 

Bnfin, elle peut constituer un ingredient d*un aliment pour animaux femiliers, par 
exemple un aliment sec, huroide ou un lait 

10 Le residu de biomasse apiis separation de llxuile peut avantageusement Stre utilise 
dans les aliments pour animaux, particulierement les animaux familiers. 

Essmpka 

IS Les exemples ci-apres illustrent I'inyention, Dans ceux-ci, les parties et 
pourcentages sont ponderaux, sauf indication contraire. 
Le rapport biomasse:huile support est de 3:7. 

Exemples 1-6 

20 

Dans ces exemples, on dtudie les paramdtres du proc6d£ et la qualite de ITiuile 
obtenue, avant Tetape finale de desodorisatian* en comparaison avec Fhuile 
support de depart (r6f6rence 1), Pour la mouture, on utilise un moulin h billes. Les 
r£sultats sont r£sum£s dans le tableau 1 ci~apr6s: 
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Tableau 1 



Exeraple 


1 


2 


3 


4 


5 


6 


Reference 1 


icmperaTurc cu? 
mouture (°C) 




70 


50 


30 


70 


30 


Huile support* 


Duree de mouture 
(min) 


3 


5 


3 


5 


1 


1 




Aoxdes gras Hbrea (%) 
IUPAC 2 201 


0,13 


0,13 


0,14 


0,12 


0,17 


0,15 


0,14 


Indice de peroxide 
(meq/kg) 
AOCS Cd8b-90 


4,0 


4,1 


3,5 


3,5 


4,0 


3,4 


2,7 


Insaponifiables (g/kg) 
IUPAC 2.401 


8,34 


9,20 


8,82 


8,03 


8,11 


7,44 


6,78 


ARA (g ARA/iOOg 
huile) 

IUPAC 2.304 


4,4 


4,87 


4,25 


4,46 


3,81 


3,27 


0 


Phosphore (ppm) 
NI C12-1976-SSOG 


2 


1 


3 


2 


2 


4 

1 


6 



* LTiuile support est une huile de tournesol riche en acide oleique, TRISUN ™. 



La vpleur theorique d'incorporation de 100 % d'ARA est 5,3 % avec un rapport 
biomasse:huile support de 3:7. 

La purete de lliuile brute peut etre qualiftee par les valeurs ci-apres: 

- Acides gras libres: 0,13-0,17 % (TRISUN, huile support: 0,24 %) 

- Phosphore: 1-4 ppm (partie par million) (TRISUN: 6 ppm) 

- Matierc insaponifiable: 7,4-9,2 g/kg (TRISUN; 6,8 g/kg) 

En conclusion: 

- Plus de 60 % de l'ARA de la biomasse est incorpore dans lliuile support. 

- Le contenu en phosphore est tres bas, quelques ppm, environ 100 x moioa 
que dans le oas de l'huile brute extraite £ llxexane qui etait d'environ 500 ppm. 
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BxgmpTes 7-lfl 

5 Dans ces exemples, cm etudie les paTametres du ptoUdo et la quality de lliuile 
obtenue, aprfes 1'etape finale de deaodorisation, lore d'utslisation de difi&entes 
huiles supports. Dans ces exemples, la tnouture de la biomasse se fait a l'aide d'un 
moulin a billes. 

On compare les caracteristiques de$ huiles obtenues, en oomparaison aveo l'huile 
10 brute obtenue par extraction a rfcexane, sans raffinage (reference 2) et en 

comparaison avec rhuile obtenue par pressage direct, done sans huile support 
(reference 3). 

Les resultats sont resumes dans le tableau 2 ci-apres: 
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Exemple 


7 


8 


9 


10 


Reference 
2 


Reference 3 


Huile support 


HOSFO* 


HOSFO* 


MCT 


Oldine 

de 
palrae 






Conditions de 
mouture: 
temperature 
CQ, 

Durde (mia) 


70 
5 


30 
10 


70 
5 


70 
5 






Ac ides gras 
libres (%) 


0,04 


0,03 


0,04 


0,04 


0,56 




Indicede 
peroxyde 
(meq/Icg) 


2,0 


2,3 


2,3 


1,3 


11,5 


4,8 


Matiere 
insaponiSable 


8,02 


7,05 


3,53 


5,40 


22,89 


17,59 


Phospbore 
(ppm) 


3 


4 


4 


3 


508 


17 


ARA(g 

ARA/lOOg 

huile) 


4,6 


4,7 


4,5 


4,4 


39,5 


39,6 



*LliuiIe support est une huile de toumesol riche en acide ol£ique (HOSFO). 



Les r&ultats obtenus permettent leg conclusions suivantes: 

La temperature et la duree de mouture sont coupless: une mouture de 10 
xain a 30 °C donne le mSme taux d'incorporation en ARA qu'une mouture 
10 pendant 5 min a 70 °C 

- Le taux d'incorporation depend seuleraent legerement du type dTiuile 
support lorsque i'on opere a la meme temperature/duree de mouture: huile de 
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toumesol riche en acide oleique (4,9 % ARA a 70 D C/5miiO, MCT (5,0 % 
ARA a 

70 °C75min) et oleine de palme (5,0 % ARA a 70 °C/5min). 
- On obtient une tres faible quantite de phosphore par rapport a celle obtenue 
5 par extraction a I'hexane, ce qui montre la purete de I'huile finale. 

Exsmplss 1 1-14 

Les exemples ci-apres montreut la preparation d'une huile oontenant l'ARA sous 
10 forme de ttiacylglycdrols par un precede menageant la qualitd de l'ARA en 
utilisant plusieurs voies, sans mouture (exerople 1 1) et avec differents 
equipements de mouture (exemples 12-14). 

Mafferes iitHiaees: 

15 Biomassc contenant 36,3 % d'unile a 39,5 % d'acide arachidonique (ARA). 
Huile de toumesol riehe en acide oleique. 
Oleine de palme. 
Huile MCT. 

20 foemple 1 1 - Preparation par ortntactflge avec de I'huile de toumesol riche cn 
acide oleique, 

Egiipsmfflafc 

Reacteur agite en verre de 1000 ml avec double-manteau, reli6 a un bain 
25 thermostate. 

Presse Carver avec cartouche filtrante 48 x 200 nun. 
Filtre-cloche thermostate MAVAG 300 ml. 

Desodoriseur de labaratoire selon J.HEIDE-JBNSEN (JAOCS; Vol. 40; 223-224; 
1963) avec ballon de 1000 ml. 

30 

Procedure; 

On introduit 260 g d'hrale de toumesol riche en acide oleique et 112 g de 
biomasse dans le reacteur. On met le recipient sous vide et on remplace Pair par 
de Tazote k trois reprises pour rinertisation. On agite ensuite le reacteur a 50 °C 
35 pendant 2 h, puis on recupere le melange dans une cartouche filtrante. On separe 
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10 



15 



20 



25 



30 



Tliuile de la biomasse par pressage. On recueilie 260 g d'huile et 110 g de 
tourteau* . 

On filtre ITiuile pressee 4 50 °C a puis on la desodorise a 180 °C, 1 mbar pendant 
2,5 h. On obtient finalement 240 g d'une huile limpide d'odeur neutre et de 
coloration jaune-claire. On determine la teneur en ARA de I'fcuile par Tanalyse 
chromatographique en phase gazeuse (GC) et on calcule 1© taux d'incotporation de 



Exenrole 12,- Preparation par broyape avec dc Voteine de palme dans un broyeur a 
hilfeg- 

Eqyjpement; 

Broyeur 4 billes DYNO-MILL Type KDL aveo recipient de broyage 0,3 1, double- 

manteau relie 4 un bain thermostats 

Presse Carver avec cartouclxe filtrante 48 x 200 mm. 

Filtre-clQche thermostat^ MAVAG 300 ml. 

Desodorisenrde laboratoire aelon J.HEIDE-JENSBN(JAOCS; VoL 40; 223-224; 
1963) avec ballon de 1000 ml. 

Procedure; 

On introduit 130 g d'oleine de palme et 56 g de biomasse dans Je recipient du 
broyeur. On met le recipient sous vide et on remplace Pair par de 1 'azote a trois 
reprises pour Tinertisation* On ^joute 220 ml de billes de verre d'un diametre de 2 
mm et on chauffe le recipient 4 65 °C 4 I'aide du bain thermostate. On broie 
ensuite le melange pendant 5 rain 4 une temperature de 65 4 75 °C, puis on 
vidange le recipient. On s^pare les billes du melange par filtration sur une grille 
d'un diametre de 1 mm, on rScupere le melange dans une cartouche filtrante et on 
prflfeve un ^chantillon pour la mesure de la taille des particules. On separe rhuile 
de la biomasse par pressage, On repute la procedure une deuxi&rne fois. 

On recueilie 225 g d'huile et 75 g de tourteau, On filtre rhuile pressde a 50 °C, 
puis on la desodorise 4 1 80 °C, 1 mbar pendant 2,2 h. On obtient finalement 210 g 
d'une huile limpide d'odeur neutre et de coloration jaune-claire. On determine la 
teneur en ARA de l'huile par T analyse GC et on calcule le taux d'incorporation de 



l'ARA. 



PARA. 
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Rvftm ple 1 3- Preparation par brovaee avec de rhuile MCT dans Ml b rovew a 
failles. 

On repete l'essai decrit dans Texemple 12 en utilisant de l'nuile MCT en 

r emplacement de l'oleine de paime. On recueUle finalement 235 g d'huile et 65 g 

de tourteau. 

On filtre l'hirile pressee a 50 °C, puis on la desodorise a 1 80 °C, 1 mbar pendant 
2,3 h. On obtient finalement 220 g d'une hnile limpide d'odeur neutre et de 
coloration jaune-olaire. On determine la teneur en ARA de 1'huile par 1' analyse 
GC et on calcule le taux d'rocorporation de l'ARA. 

pyftmple 14- Preparatio n r ar laayagfl * vec de Lhaflc de tournespl riohe en acids 
n \Mqaei dans nn hrove.ur coHofdal. 

Tf>qftipgment; 

Broyeur colloidal FRYMA MZ 80. 
Centrifogeuse h panier PADBERG. 
Filtre-cloche thermostate MAVAG 300 ml. 

Desodoriseur de laboratoire selon J .HBEDE-JENSEN (JAOCS; Vol. 40; 223-224; 
1963) avec ballon de 1000 ml. 

Proeedwe; 

On introduit 2800 g d'huile de toumesol ricbe en aoide oleique et 1200 g de 
biomasse dans le recipient du broyeur. Le broyage s'effectue par recirculation du 
melange dans le broyeur sous atmosphere inerte pendant 10 minutes a une 
temperature de 40 a 70 °C. On recupere le melange et on preleve un echantillon 
pour la mesure de la taille des partioules. On separe rhuile de la biomasse a l'aide 
de la centrifugeuse a panier. Onrecueille finalement 2400 g d'huile et 1400 g de 
tourteau. 

On filtre 200 g de l'miile centriftigee a 50°C, puis on la d6sodorise a 18Q°C, 1 
millibar pendant 2 heutes, On obtient finalement 190 g d'une huile limpide 
d'odeur neutre et de coloration jaune-claire. On determine la teneur en ARA de 
rhuile par ranalyse GC et on calcule le taux d'incorporation de l'ARA. Les 
resultats sont indiques dans le tableau 3 ci-apres: 
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Tableau 3 



Example 


TaiUe des particules 
(Malvern Mastersizer) 
micron D (y, 0,9)* 


g ARA 
dans 100 g 
huile 


%taux 
d'incoipcration 
de VARA 


11 


3000 


3,5 


66,1 


12 


75 


5,0 


94,3 


13 


60 


5,0 


94,3 


14 


115 


5,25 


99,0 



^Micron, D (v, 0,9); signifie que 90 % en volume des particules ont tin diaraetre 
inferieur a D. 



Exemple I S: Incorporation d& DHA dans Hniilg de ttramesol riche en acide 
clique 

Equipeinetit; 

Broyeur colloidal FRYMA MZ SO. 
Centrifugeuse k panier PADBERG, 
Filtre-cloche thermostat^ MAVAG 300 ml. 

DSsodoriseur de iaboratoire seion J.HEIDE- JENSEN (JAOC3; Vol. 40; 223-224; 
1963) aveo ballon de 1000 ml. 

Procedure; 

On r6pete la procedure de ^exemple 14 en traitant 1200 g d'une biomasse 
contenant 25 % d'une huile ayec une tencur en DHA de 40 %. On recueille 2500 g 
d'huile avec una teneur en DHA do 3,5 % que Ton deodorise, 

Exempks 15-21 

1 6- 1 7, On prepare une formule infantile pour pr§matur6s enrichie en ARA k 
partir de l ? h.uile prepa*6e par le procdde des exemples 12 ou 13 et on y ajoute 
d'autras huiles par exemple dans les proportions indiqutes dans le tableau 4 ci- 
dessous, des prolines, le cas 6cheant hydrolysees, des hydrates de carbone et 
le cas ech^ant des vitamines et des oligo#6ments. 



i 



±1 y^^«»u-* 



£!*!!e*iioiagraj 



SPEC 

L_i — _ 
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Exempls 16 


Exemple 17 


Huile de l'exemple 12 


4 


to 


Huile de Texemple 13 




4 


Huile de poispon 


1,5 


1,5 


Huile MCT 


27 


25 


Huile de soja 


23 


23 


Oleine de palme 


44,5 


35 


Huile de tournesol 
riche en acide oI6ique 




11,5 


Total 


100 


100 



5 1 8- 19. On prepare une formule in fwtile pour nourrissons nds a terme enrichie 

en ARA a paitir de llauile support pr£paree par le proc6d£ des exemples 1 3 ou 
14 et on y ajoute d'autres huiles par exemple dans Ies proportions indiqu^es 
dans le tableau 5 ci-dessous, des proteines, Ie cas ech^ant hydrolysis, des 
hydrates de carbone et le cas £ch£arit des vatamines et des oligoel&nents. 
10 TafelfigsU 





Exemple 18 


Exemple 19 


Huile de l'exeraple 13 


4,5 




Huile de l'exemple 14 




7 


Huile de poisson 


1,5 


1,5 


Huile de coco 


20 


27,5 


Huile de soja 


20 


20 


Oleine de palme 


54 


44 


Total 


100 


100 



20-21- On prepare uu lait de suite pour petit? enfants enrichi en ARA k partix 
de llwile support pieparde par le proceed de V exemple 12 ou enrichi en DHA 
15 a partir de lliuile support prSpai^e par le proeddd de l'exemple 1 5, et on y 

ajoute d'autres builes dans ies proportions indiqudes dans le tableau 6 ci- 
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dessous, des proteines, le cas 6cheant hydrolysees, des hydrates de carbone et 
le cas echeant des vitamines et des oligoelements. 

Tableau 6 





Exemple 20 


Exemple 21 


Huile de i'exeraple 12 


4 




Huile dc I'exeraple 15 




7 


Huile de poisson 


1,5 




Huile de palmist© 


27 




Huile de coco 


m 


19 


Huile de soja 


23 




Huile de colza 




30 


Oleine de palme 


44,5 


44 


Total 


100 


100 



Exempts 22 



On prepare un lait liquide enrichi en DHA a raison de 1% de DHA dans la phase 
grasse de la mauiere suivante: 

On pasteurise separeiuent un lait entier contenant 3,92 % de raatiere grasse et 

8,58 % de solides non gras et un lait raaigre coutenant 0,05 % de raatiere grasse et 
9 % de solides non gras, en les traitant a 87° C pendant 12 s. 

On melange ensuite 34,69 kg de lait entier et 160,26 kg de lait maigre, refroidi k 
IS 9 C, puis on incorpore a ce melange un premelange de 1,08 kg d'nuile obtenue 
selon 1'exemple 15 (huile de toumesol k haute teneur en acide oleique, coutenant 
3,5 % de DHA), 1,08 leg d'huile de soja et 1 g de vitamine E porte a 50° C au 
moyen d'un monlin colloidal. 

Produit sterilififr 

Apres rechauf&ge a 80° C dans un echangeur a plaques, on sterilise le liquide par 
UHT a 148° C pendant 5 s. Apres refroidissement k 78° C, on ThomogSneise en 
deux etages, a 200 bar, puis a 50 bar, on le refroidit a 20° C et on le conditionne 
aseptiquement dans des emballages de type brique ayant £ti prealablement 
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st£rilis£s, ies stapes dftomog&ieisation., de refroidissement et de remplissage ayant 
lien de maniere aseptique, 

5 On chauffe le liqudde & 72° C pendant 1 S s dans un 6changeur k plaques, on 

Hiomog^neise en demx etages & 200 bar, puis h SO bar, on le refroidit a 4° C et on 
le conditionne dans des emballage de type brique, 

Ettempte 23 

10 

A titre de supplement nutritionnel, on encapsule une hoile pr6par6e selon 
Texemple 12, 13 ou 14 oontenant PARA ou une hnile prepare selon Texemple 15, 
contenant le DHA h raison de 500 mg d'huile dans des g&ules. 
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Revindications 

1 , HuUe stable entrant dans la composition (fun produit alimentaire, 
5 nutritionnel, pharmaceutique ou cosm&ique destin6 a l'usage humain ou animal, 
contenant un on plusieurs acides gras polyinsatur£s a tongue chaine provenant 
d'une biomasse, sous forme de triacylglycerols servant a la fois de milieu de 
tnrosfert des dits acides gras polyinsatur& k longue chains a partir de la biomasse 
et de support des dits acides gras polyinsaturSs a longue chaine dans le dit produit 
10 alimentaire, nutritionnel, pharmaceutique ou cosmetique et dans laquelle les 

acides gras polyinsatut£s a longue chaine sont incorpoies de telle maniere que, au 
moins 60 % en poids des acides gras polyinsatures k longue chaine present dans la 
biomasse se retrouve dans ITiuile et que moins de 10 % du phosphore present dans 
la biomasse se retrouve dans Thuile. 

15 

2 Huile selon la revendication l a dans laquelle les acides gras polyinsatur£s a 
longue chaine sont choisis parmi Tacide arachidonique, Tacide 
dihomogammalinolcnique, I'acide eicosapentaenoique ou Tacide 
docosahexaenoique, 

20 

3 Huile selon la revendication 2, dans laquelle Tacide gras polyinsature a 
longue chafcie est Tacide arachidouique. 

4. Huile selon la revendication 2, dans laquelle Tacide gras polyinsatur6 h 
25 longue cbaSne est Tacide docosahexaenoique. 

5. Proc&te de preparation d'une huile selon l'une des revendications 1 a 4 3 
dans lequel on met en contact une huile support, entrant dans la composition d l un 
produit alimentaire, nutritionnel, pharmaceutique ou cosmetique, avec une 

30 biomasse provenant de la culture d*un microorganisme contenant un ou des acides 
gras polyinsatures a longue chaine, de maniere a transferer le ou les acides gras 
polyinsatur6s a longue chaine sous fonne de triacylglycerols vers le dit support, on 
separe Thuile contenant ie ou lea dits acides gras du residu de biomasse par 
pressage et filtration et on la dSsodorise dans des conditions menageantes. 

35 
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6. Proc&ie selon la revendication 5, dans lequel on reduit les dimensions des 
particules de biomasse s&che pour briser les parois des cellules de 
microorganismes et augmenter ainsi la surface de contact entre l'huile et la 
biomasse, en la broyant avant de la melanger avec rhuile support 

I. Proc6de selon la revendication 5, dans lequel on traite la biomasse sous 
forte pression en presence de llmile support, puis on separe ITiuile obtenue 
contenant Tacide gras polyijisaturS k longue chaine d'avec la biomasse par 
pressage et filtration. 

8. Proceed selon la revendication 5, dans lequel on souinet la biomasse a une 
mouture en presence de rhuile support dans des conditions donees, k temperature 
moder£e sous atmosphere inerte, notamment sous couche d'azote. 

9. Proced6 selop 1'ime des revendications 5 k 8, dans lequel on effectue une 
filtration de finition de mani&re k 61iminer les particules fines de biomasse. 

10. Aliment contenant une hujle selon lHine des revendications 1 a 4. 

I I , Aliment infantile contenant une huile selon I r une des revendications 1 a 4. 

12. Composition nutritionnelle contenant une huile selon Tune des 
revendications 1 &4. 

13 . Composition cosxn£tique sous forme s&che ou d^mulsion contenant une 
huile selon Time des revendications 1 a 4. 

14. Aliment contenant une huile selon Yunc des revendications 1 a 4 destine k 
r alimentation des animaux > 

15. Aliment contenant le residu de la biomasse obtenu pax le proced£ selon 
Pune des revendications 5 & 8 destine k V alimentation des animaux. 
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Huile contenant an ou des acides gras polyinsatureXs) a longue cfcalne issus de 
biomasse, procede de preparation, ailment, composition nutrsticnnelle, 
cosmetiqne on pharmaceutique la contenant 

5 Abreg£ 

Huile stable contenant de$ LC-PUFA sous forme de triacylglycerols, notamment 
les acides arachidonique (ARA). dihoraoganinialinolenique (DHGLA), 
docosahexaenoique (DHA), ou eicosapentaenoique (EPA). 

10 

Une telle huile peut Sire prepares par mise en contact d*une huile support entrant 
dans la composition d'un aliment, d'un produit cosmetique ou pharmaceutique, 
avec une biomasse provenant de la culture d'un microorganisme, notamment d*un 
champignon ou d'une microalgue contenant les acides ARA, DHGLA S DHA ou 
IS EPA. 



